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Omega-3 polyunsaturated fatty acid has an anti-oXidant effect via
the Nrト2個-1 pathway in 3T3-Ll adipocytes
(3T3-Ll脂肪細胞においてW-3系不飽和脂肪酸はMrf-2/恥-1経路を介し抗
酸化作用を菟揮する)
【目的】
脂肪組練における酸化ストレスの増強は、脂肪組織のみならず全身のインスリン抵抗性の
原因であり、その軽減はインスリン抵抗性に対する治療標的の一つと考えられている。
I
03系不飽和脂肪酸(003-PUFA)を多く含む魚食が、臨床的に抗血栓形成・抗炎症作用や血管
内皮機能改替作用などを有すると報告されているが、インスリン抵抗性の改善をもたらすと
の報告が近年なされた。我々もマウスを用いた検討にて、の3-PUFAを多く含む魚食が有意に
インスリン抵抗性を改善することを確認した。また、ゥ3-PUFAの酸化代謝産物である
4-hydroxy hexenal(4-岬が、ヒト併有静脈内皮細胞において抗酸化作用を示すことを報告し
た。ゥ3-PUFAによるインスリン抵抗性の改華機構として肝、骨格筋や炎症細胞に対する作用
が明らかとされているが、脂肪細胞に対する直接的な作用は報告されていない。そこで、本
研究では、ゥ3-PUFAのインスリン抵抗性改善機構を脂肪細胞における抗酸化ストレス機構に
着目し検討した。.
【方払】
マ.ウス培養3T3-Ll脂肪細胞におけるCD3-PUFAの抗酸化作用機構を検討するため、エイコ
サペンタエン酸(EPA)ならびにドコサヘキサエン酸(D叫が抗酸化酵素群の発鄭こ及ぼす影
響を、定量的real-time PCR汝によるmRNA発現量およびWestern Blot牡による細胞内蛋白発
現圭にて網羅的に検索した。 03・PUFAの代謝産物やその受容体であるG-タンパク質共役受容
体(OPR)のアゴニストを用いて、同様に抗酸化酵素発現に及ぼす影響を検討した。
次にEPA、 DHAとその酸化代謝産物である4-HHEが誘導する抗酸化酵素H0-1の発現誘
導における転写因子Nrf-2の役割を、 RNA干渉法を用い恵量的real-time PCR法ならびに
Western Blot牡を用い検討した。またマウス噂養3T3-Ll脂肪細胞に対するEPAならびにD
の抗酸化効果を検討するため、過酸化水素による細胞毒性を軽械しうるかをNitro Blue
Tetra郡Iium assay法を用い検討した。
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【庸泉】　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　`
堵兼3T3-Ll脂肪細胞において、 EPAならびにDHAによる抗酸化酵素群の畢現に対する効
果を細羅的に検酎した結果、 Cu/ZnSOD、 MnSOD、 Catalase、 GPxの菟鄭こは影響を及ぼさな
かったが、抗酸化酵素H0-1およびNqolでのみmRNA発現ならびに細胞内蛋白発現レベル
において有意な発現誘導を確罷した。この発現誘導はEPA、 D托Aともに溝度依存的に増強す
ることを確乾し、 EPAと比致しDmの方が優位にH0-1の発現を増強することを認めた。さ
らに、 WA、 DHAの酸化代謝産物である4-HHEも同様にH0-1の発現を漉度依存的に増強さ
せる事を確罷した。一方、抗炎症作用を有することが報告されているEPA、 DHAそれぞれの
代謝産物の一つである18-mや10(S),17(S)-DiHDoHEは、抗酸化酵素であるH0-1の発現
には関与していないことが判明した。またゥ3-PUFAの受容体であるGPRのアゴニストであ
るGW9508もH0-1の発現増醇を示さなかった。
EPAならびにDEAにより発琵増強されるH0-1の制御機構を同定する目的で、 RNA干渉
絵を用いて転写因子N蕗2の発現を抑制すると、 EPA、 DHAによるH0-1発現が完全に抑制
された。一方、ゥ3-PUFAの受容体であるGPR120の発現抑制細胞ではEPAならびにDHAに
よるH0-1の発環増強に変化を瓢めなかった。
EPA、 DHAの抗酸化効果が、I過酸化水素による細胞毒性を軽減しうるかをNitro Blue
Tetrazoliu皿assayを用い検討したところ、 EPA、 DKAともに過酸化水素による酸化ストレス
誘導性細胞毒性を有意に軽減した。しかし、この効果は抗酸化物質であるN-acetylcysteine
(NAC)の融解置で消失し、またRNA干渉牡を用いたH0-1の発琵抑制細胞でも消失する事が
わかった。
【考察】
本研究により、埠養3T3-Ll脂肪細胞おいてゥ3-PUFAが転写因子Nrf-2を活性化させ、抗
酸化酵素H0-1の発現を帝導することが示された。脂肪細胞において、 03」PUFAは、その受
容体であるGPR120を介し、糖取り込みを増加させるという報告があるが、抗酸化作用に関
しては、 OPR120とは独立してNrf-2/H0-1経路を特性化させ抗酸化作用を帝導することが判
明した。 <03-PUFAによるNrf-2/H0-1の活性化が、脂肪組織での酸化ストレスと、全身のイン
スリン抵抗性の改善に応用されると、新たなインスリン抵抗性改善の治療標的として期待さ
れる。
【結論】
培養3T3-Ll脂肪細胞おいてゥ3-PUFAが転写因子Nrf-2を活性化させ、抗酸化酵素H0-1
の発現を誘導することで、脂肪細胞における酸化ストレスの軽減をもたらしうることを新た
に明らかにした。
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(学位論文審査の結果の要旨) (明朝体1 1ポイント、 6 00字以内で作成のこと。 )
脂肪組織における酸化ストレスの増強はインスリン抵抗性の一喝である.エイコサペンタエ
ン酸(EPA)やドコサ-キサエン酸(DHA)などのむ3系不飽和脂肪酸を多く含む魚食が、臨床
的にインスリン抵抗性を改聾することが報告された。本研究は、同脂肪酸のインスリン抵抗性
改華機序として、脂肪細胞における抗酸化ストレス機構に着目し、以下の点を明らかにした。
一
1)　培養脂肪細胞において、 EPA及びDHAは、 Cu/ZnSOD、 MnSOD、カタラーゼ、グルタチ
オンベルオキシダーゼには影響が無く、抗酸化酵素である打0-1のraRNA及びタンパク罪
現を帝導した。
2)　EPA及びDHAの酸化代謝物である4一冊EはH0-1の発現を増強したが、 18-HEPBを含
む他の代謝物では増強しなかった。
3) .同脂肪酸によるH0-1の発現作用は、同受容体の機能を痢制しても腰撃を受けなかった
が、 RNA干渉絵を用いて転写因子Nrf2の発規を抑制すると消失した。他方、同受容体ア
ゴニストもH0-1を発現増強しなかった。
4)　同脂肪酸は、過酸化水素が惹起する細胞毒性を軽減したが、同作用は抗酸化物質の餅
処理や打0-1の発現抑制により消失した。
本論文は、 ¢3系不飽和脂肪酸の脂肪細胞における酸化ストレス軽減機構について新しい
知見を与えたものであり、最終試験として論文内容に関連した試問を受け合格したので、
博士(医学)の学位論文に値するものと羅められた。
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